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ATP  adenosine triphosphate 
BL  baseline latency 
Bp  base pair 
Bq  becquerel 
BSA  bovine serum albumin 
Ca2+  calcium ion 
CBB  coomassie brilliant blue 
CCCP  carbonyl cyabide 3-chlorophenylhydrazone 
cDNA  complementary DNA 
Da   dalton 
DDW  double distilled water 
dNTP  deoxynucleotide 5’-triphosphate 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DTT  dithiothreitol  
DTM  decyl-β-D-thiomaltoside 
EDTA  ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
FBS  fetal bovine serum  
GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HEPES  N-(2-hydroxyethyl)piperadine-N’-2-ethansulfonic acid 
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 
HPLC  high performance liquid chromatography 
IL-6  interleukin-6 
IPTG  isopropyl--D-thiogalactopyranoside 
K+  potassium ion 
LB  Luria-Bertani  
LPS  lipopolysaccharide 
MES  2-morpholinoethanesulfonic acid 
M.O.I  multiplicity of infection 
MOPS         3-morpholinopropanesulfonic acid 
MPE  maximal possible effect 
 2
NAC  N-acetyl-L-cysteine  
Ni-NTA  nickel-nitrilotriacetic acid 
NPT  Na+ dependent phosphate cotransporter 
NSAIDs  non-steroidal anti-inflammatory drug 
O.D.  optical density 
OPA  o-phthalaldehyde 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PL  latency after drug injection 
PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 
RI  radioisotope 
RT  room temperature 
SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
sf 9  spodoptera frugiperda 9 
SLC  solute carrier 
SOC  super optimal broth with catabolite repression 
TB  terrific broth 
TCA  trichloroacetic acid 
TeNT  tetanus toxin 
TNF-  tumor necrosis factor  
Tris  tris (hydroxymethyl) aminomethane 
Val  valinomycin 
VEAT  vesicular excitatory amino acid transporter 
VGLUT  vesicular glutamate transporter  
VIAAT  vesicular inhibitory amino acid transporter 
VMAT  vesicular monoamine transporter 








G glycine Q glutamine 
A  alanine H histidine  
V  valine K lysine  
L  leucine R arginine  
I isoleucine C cysteine  
S serine M methionine  
T threonine F phenylalanine  
D aspartic acid Y tyrosine  
N asparagine W tryptophan 
E glutamic acid P proline 
 
DNA の一文字表記 
A adenine G guanine 

















































（Vesicular nucleotide transporter, VNUT/SLC17A9）により分泌小胞内に ATP が蓄
積され、神経障害や慢性炎症などの刺激により ATP は開口放出される（出力系）
(8)。放出された ATP や Ecto-ATPase による ATP 分解物である ADP、AMP、アデ





transporter, VGLUT）や VNUT によってシナプス小胞に濃縮された、疼痛のシグ






敏を引き起こし、また、プレシナプス側に発現している P2X3 受容体や P2X2/3 受
容体にオートクライン的に作用することでグルタミン酸の放出を促進する
（7,11）。 




れるというユニークな特性を持つ（図 4）（8,13）。代表的な ATP 含有小胞である







の神経にある VNUT が関与することが報告された（15-17）。以上より、VNUT 特
異的阻害剤は副作用が少ない、効果的な鎮痛薬になると期待できる。 





スホネート系薬剤は骨格に P-C-P 構造を持っており（図 5a）、側鎖の違いから窒
素を含まない第 1 世代、窒素を含む第 2 世代、第 3 世代に分けられている（図
5b）。また、世代によって作用機序が異なる。第 1 世代は破骨細胞に取り込まれ、
ATP のリン酸基に組み込まれ非加水分解性の ATP 類似体を形成して、ミトコン
ドリア内膜の ADP/ATP 転移酵素を阻害し、アポトーシスを誘導する（図 6a）










































































 Human VNUT（Accession No. NM001302643.1）（27）、rat VGLUT1（Accession 
No. NM053859.2）（12）、rat VGLUT2（Accession No. NM053427.1）（12）、human 
VGLUT3（Accession No. NM001145288.1）（12）、mouse VEAT（Accession No. 
NM172773）（12）、mouse VIAAT（Accession No. BC052020）（28）、mouse VMAT2
（Accession No. NM013031.1）（12）、mouse NPT1（Accession No. NM001170638.1）
（29）の cDNA を PCR にて増幅し、使用した。本研究に使用したベクターに組




 市販のベクターである pET28a(+)の N 末、C 末に、と呼ばれる可溶性ヘリ
ックスタンパク質を付加させたベクターを用いた（27,30）。pET28a(+)には N 末、
C 末にそれぞれ 6×His タグがついている。In-Fusion HD Cloning Kit（TAKARA）
を用いて VNUT、VGLUT3、VEAT、NPT1 の cDNA をベクターである-pET28a(+)-
に、VGLUT2 の cDNA を-pET28a(+)-に組換えた。目的の cDNA を増幅した
PCR 産物 1 L と-pET28a(+)-または-pET28a(+)-を 2 L、5×In-Fusion HD 
Enzyme Premix を 2 L、Cloning Enhancer を 1 L と滅菌した蒸留水を 4 L を混






ン 30 g/mL を含む LB 培地 [1%(w/v) Bacto tryptone、0.5%(w/v) Bacto yeast extract、
1%(w/v) 塩化ナトリウム] にて培養した。その後、遠心分離して大腸菌を回収し、
反応液 1 を 250 L 混和した。そこへ反応液 2 を 250 L 混和し、2 分間静置し
た。さらに、反応液 3 を 350 L 混和し、2 分間静置した。遠心分離（16,400×g、
1 分、RT）し、上清を QA1 prep spin colum に取り、再度遠心分離（16,400×g、
1 分、RT）した。その後、流出液を捨て、反応液 4 を 750 L 添加して、遠心分
離（16,400×g、1 分、RT）し、流出液を捨て、再び遠心分離（16,400×g、1 分、






各遺伝子形質転換した C43 株をカナマイシン 30 g/mL 含んだ TB 培地 
[1.33%(w/v) Bacto trypton、2.66 %(w/v) Bacto yeast extract、0.44 %(v/v) グリセロー
ル、17 mM リン酸 2 水素カリウム、55 mM リン酸水素 2 カリウム] 1 L 中にお
いて、O.D.600 が 0.6〜0.8 になるまで 37 ℃で培養し、IPTG（終濃度 1 mM）を混
ぜ、その後 18℃で 16 時間培養した。培養液を、遠心分離（2,800×g、15 分、
4℃）して上清を取り除いた。これを破砕溶液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.0、300 mM 
スクロース、2 mM PMSF、10 g/mL ペプスタチン A、10 g/mL ロイペプチン] 
40 mL 中に懸濁し、SONICS 社 VC-505 にて超音波処理（125 W、30 秒×8 回）
し、遠心分離（5,856×g、5 分、4 ℃）した。この上清を回収し、遠心分離（160,000
×g、1 時間、4 ℃）して、得られた沈殿物を膜画分とした。この膜画分を 10 
mg/mL になるように、可溶化液[70 mM Tris/HCl pH 8.0、100 mM 塩化ナトリウ
ム、10 mM 塩化カリウム、15%(v/v) グリセロール] にて懸濁し、終濃度が
1.5%(w/v) になるように Fos-choline-14（Affymetrix）を混和しホモジナイズして、
20 分間氷上で放置した。その後、遠心分離（160,000×g、1 時間、4℃）して、
その上清を可溶性画分とした。この可溶性画分を Ni-NTAsuper flow レジン
（QIAGEN）に撹拌しながら吸着（2 時間、4 ℃）させた。これを 10 mL の洗浄
溶液 1 [70 mM Tris/HCl pH 8.0、100 mM 塩化ナトリウム、10 mM 塩化カリウム、
15%(v/v) グリセロール、2 mM PMSF、0.1 %(w/v) Fos-choline-14] で洗浄し、次
に 20 mL の洗浄溶液 2 [70 mM Tris/HCl pH 8.0、100 mM 塩化ナトリウム、10 mM 
塩化カリウム、15%(v/v) グリセロール、20 mM イミダゾール、2 mM PMSF、
0.1 %(w/v) DTM] で洗浄した。最後に、3 mL の溶出液 [20 mM Tris/HCl pH 8.0、
100 mM 塩化ナトリウム、10 mM 塩化カリウム、20%(v/v) グリセロール、250 
mM イミダゾール、2 mM PMSF、10 g/mL ペプスタチン A、10 g/mL ロイペ









N 末に 6×His タグのついた昆虫細胞発現用ベクターである。pENTR-VGLUT1、
pENTR-VIAAT、pENTR-VMAT2 をそれぞれ pDEST10、LR クロナーゼと混合し、





Tn7 トランスポゼースによる組換え反応を行った。DH10Bac と pDEST10-
VGLUT1、pDEST10-VIAAT、pDEST10-VMAT2 をヒートショック法（30 秒間、
42℃）によって導入し、SOC 培地を 10 倍量混ぜ、加温（4 時間、37℃）した。
これを 50 g/mL カナマイシン、7 g/mL ゲンタマイシンと 10 g/mL テトラサイ






２）ミニプレップ法 （バクミド用 ） 
 大腸菌を Solution1 [50 mM グルコース、25 mM Tris/HCl pH 8.0、10 mM EDTA 
pH 8.0] 200 l で懸濁し、Solution2 [0.2 M 水酸化ナトリウム、1%(w/v) SDS] を
200 l 混和し、室温で 5 分間静置した。Solution3 [3 M 酢酸カリウム、11.5 %(v/v) 
酢酸] を 200 l 混和し、4℃で 10 分間静置した。遠心分離（18,000×g、15 分、
4℃）し、上清を回収して、等量のイソプロパノールを混合した。転倒混和し、
氷上で 10 分間静置した。遠心分離（18,000×g、15 min、4℃）し、上清を除き、




 ウイルス作製に使用した Sf9 細胞は complete TMN-FH 培地を用い、タンパク
質精製に使用する High Five 細胞は Express five SFM 培地を用いて 27℃で培養
 16
し、pass 30 まで、かつ、継代し始めてから 3 ヶ月以内のものまで実験に使用し
た。 
・Complete TMN-FH 培地の組成 
Grace’s Insect Medium（GIBCO）、10% FBS、0.35 mg/mL 炭酸水素ナトリウム、4 
g/L Yeastlate（GIBCO）、3.3 mg/mL lactalbumiin hydrolysate（GIBCO）、100 units/mL
ペニシリン、100 g/mL ストレプトマイシン、0.25 g/mL ファンギゾン、pH 6.1 
・High Five 細胞培養用培地の組成 




 組換えウイルスは Bac-to-Bac Baculovirus Expression System（Invitrogen）を用い
て作製した（詳細は Invitrogen のプロトコールを参照）。Sf9 細胞を 9×105cells/3.5 
cm dish でまいた。細胞が dish に定着後、培地を 0.35 mg/mL 炭酸水素ナトリウ




みを回収し、これを P1 ウイルスとした。P1 ウイルスは PCR 法にて確認した。 
 
５）単離したウイルスの確認 
 P1 ウイルス液 100 l を 20 ％(w/v) PEG/2.5 M NaCl 100 l と混合し、室温で 30
分間静置した。遠心分離（18,000×g、10 分、室温）し、上清を除いた。沈殿し
た DNA を 80 l の滅菌蒸留水に溶かし、Proteinase K 処理（終濃度 0.5 mg/mL）
した。中性フェノール/クロロホルム（1:1）にて抽出し、上清をエタノール沈殿
し、ウイルス DNA を得た。 
 
６）ハイタイターウイルスの作製 






 プラークアッセイ法によって、ウイルスの力価を測定した Sf9 細胞を 6×106 
cells/10 cm dish でまき（50 % コンフルエント）、10 倍段階希釈したウイルス液
3 mL を混ぜ、振とう（1 時間、室温）した。Complete TMN-FH：4% SeaPlaque 
Agarose=3：1 となるように混合し、42℃で加温した。Dish の培地を除いた後、
これを 10 mL 重層した。アガロースが固まったら、27℃で 7〜10 日間密閉して
培養した。出来たプラークを計数し、ウイルス液 1 mLあたりの力価を算出した。




 VGLUT1、VIAAT では High Five 細胞を 5×106 cells/10 cm dish、VMAT2 の精
製では Sf9 細胞を 6×106 cells/10 cm dish でまき、作製したウイルスを感染させ、
各細胞培養用培地に交換後、27℃で培養した。VGLUT1、VIAAT では 48 時間後、
VMAT2 では 72 時間後に細胞をセルスクレーパーで回収し、遠心分離（700×g、
10 分、4℃）して上清を除いた。これを破砕溶液 [20 mM Tris/HCl pH 8.0、100 mM
酢酸ナトリウム、10%(v/v) グリセロール、0.5 mM DTT、10 g/mL ペプスタチン
A、10 g/mL ロイペプチン] で懸濁し、遠心分離（700×g、10 分、4℃）して上
清を除いた。これを再び破砕用液で懸濁し、SONICS 社 VC-505 にて超音波処理
（125 W、30 秒×8 回）した後、遠心分離（480×g、10 分、4℃）した。この上
清を回収し、遠心分離（160,000×g、1 時間、4℃）して、得られた沈殿物を膜
画分とした。この膜画分に可溶化液 [20 mM Tris/HCl pH 8.0、2%(w/v) オクチル
グルコシド（同仁化学）、10%グリセロール、10 g/mL ペプスタチン A、10 g/mL
ロイペプチン] を混和し、遠心分離（260,000×g、30 分、4℃）し、その上清を
可溶化画分とした。この可溶化画分を Ni–NTA super flow レジン（QIAGEN）に
撹拌しながら吸着（4 時間、4℃）させた。これを 10 mL の洗浄溶液 [20 mM 
MOPS/Tris pH 7.0、1%(w/v) オクチルグルコシド、20%グリセロール、4 mM イミ
ダゾール、10 g/mL ペプスタチン A、10 g/mL ロイペプチン] で洗浄し、次い
で、3 mL の洗浄溶液に終濃度 500 mM 塩化ナトリウムを添加しで洗浄した。再





大豆の phosphatidylcholine に溶液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.0、1 mM DTT] を 10 
mg/mL になるように混和した。SONICS 社 VC-505 にて、サンプルを氷冷しなが




VIAAT、NPT1） 20 g をリポソーム 550 g に混合し、-80 ℃にて 15 分静置し、
凍結した。その後、迅速に解凍し、再構成溶液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.0、100 
mM 酢酸ナトリウム、5 mM 酢酸マグネシウム、0.5 M DTT] にて 60 倍希釈し、
遠心分離（200,000×g、1 時間、4 ℃）した。沈殿物を再構成溶液 200 L にて
懸濁し、再構成プロテオリポソームを得た。精製した VMAT2、 20 g をリポソ
ーム 550 g に混合し、-80℃にて 15 分静置し、凍結した。その後、迅速に解凍
し、再構成溶液 [40 mM MES/Tris pH 5.7、150 mM 酢酸カリウム、5 mM 酢酸マ
グネシウム、0.5 M DTT] にて 60 倍希釈し、遠心分離（200,000×g、1 時間、




反応液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.0、140 mM 酢酸カリウム、5 mM 酢酸マグネ
シウム、10 mM 塩化カリウム] を 27℃にて加温した。各トランスポーターの基
質を終濃度 100 M になるように[3H]-ATP（0.5 MBq/mol; PerkinElmer）、[2,3-
3H]L-glutamate（0.5 MBq/mol; PerkinElmer）、[2,3-3H]L-aspartate（0.5 MBq/mol; 
PerkinElmer）、[2,3-3H]GABA（0.5 MBq/mol; PerkinElmer）、p-[glycyl-2-3H] p-
aminohippuric acid（0.5 MBq/mol; PerkinElmer）を混ぜ、さらに終濃度 2 M にな
るようにバリノマイシン（SIGMA）を混和した。これに再構成プロテオリポソ
ーム（VNUT、VGLUT1、VGLUT2、VGLUT3、VEAT、VIAAT、NPT1）を 1/20
倍量混ぜ、反応開始とした。130 L ずつサンプル液（0.3 g の精製トランスポー
ターが含まれている）を取り、Sephadex G-50 fine スピンカラム（GE ヘルスケ
ア）にアプライし、遠心分離（700×g、2 分、4℃）した。その溶出液をクリア




 反応液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.5、140 mM 酢酸カリウム、5 mM 酢酸マグネ
シウム、10 mM 塩化カリウム] を 27 ℃で加温し、終濃度 10 M になるように 
[2-3H]serotonin（0.5 MBq/mol; PerkinElmer）を混和した。これに VMAT2 を再構
成したプロテオリポソームを 1/20 倍量混ぜ、反応開始とした。130 L ずつサン
プル液（0.3 g の精製 VMAT2 が含まれている）を取り、Sephadex G-50 fine ス
ピンカラム（GE ヘルスケア）にアプライし、遠心分離（700×g、2 分、4℃）し





精製トランスポーター5 g にサンプル調整液 [1%(w/v) SDS、10%(v/v) 2-
mercaptoethanol、50%(v/v) グリセロール、0.3%(w/v) EDTA、6%(v/v) Tris-HCl、1.0 
mg/mL bromophenol blue] を混ぜ、10 % SDS-PAGE にて電気泳動した。泳動後の
ゲルを CBB 染色液 [5%(v/v) 酢酸、50%(v/v) メタノール、0.25%(w/v) CBB] で
10 分間振とうし、固定液 [10%(v/v) 酢酸、20%(v/v) メタノール] で 1 時間振と






立蛍光光度計を用い、励起波長 580 nm、蛍光波長 640 nm にて測定した。前述の
方法により、作製したプロテオリポソームと反応液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.0、
140 mM 酢酸カリウム、5 mM 酢酸マグネシウム、10 mM 塩化カリウム] に終
濃度 1 M となるように Oxonol-Ⅴを混和した。蛍光が安定したら測定を開始し
た。測定開始から 1 分後に終濃度 2 M となるようにバリノマイシンを混ぜて内






 過去に報告されている ATP 結合部位の光親和性標識法を応用した（31）。氷上
にて遮光し、50 L の反応液 [20 mM MOPS/Tris pH 7.4、50 mM 酢酸カリウム、
2 mM 酢酸マグネシウム、10 mM 塩化カリウム、0.1%(w/v) DTM] に精製 VNUT 
4 g と終濃度 20 M になるように Biotin-11-ATP（PerkinElmer）を混和する。氷
上で 3 分間加温し、上記の試料に 254 nm の UV ランプを 10 分間照射する。ク
ロスリンク反応を止めるために、サンプル調整液 [1%(w/v) SDS、10%(v/v) 2-
mercaptoethanol、50%(v/v) グリセロール、0.3%(w/v) EDTA、6%(v/v) Tris-HCl、1.0 
mg/mL bromophenol blue] をサンプルに混和し、10% SDS-PAGE にて電気泳動し
た。泳動後、抗ストレプトアビジン抗体（SIGMA）を用いてイムノブロット法




日目の Wister 系 ST ラット（清水実験材料）から子宮を取り出し、ハンクス（+）
液で洗浄し、胎児を取り出した。胎児から脳を単離し、顕微鏡を用いて海馬を単
離した。海馬を 0.25%(v/v)トリプシン（GIBCO）、0.01(v/v) % DNase1（Roche）
を含むハンクス（+）液で振とうしながら加温（15 分間、37℃）した。DMEM 培
地 30 mL を混和し、反応を止め、遠心分離（120×g、5 分、室温）した。上清を
アスピレーターで除き、DMEM 培地 30 mL を混和して軽く懸濁し、遠心分離
（120×g、5 分、室温）後再び上清を除いた。神経細胞は Neurobasal 培地 30 mL、
アストロサイトは DMEM 培地 30mL で懸濁し、遠心分離（120×g、5 分、室温）
した。神経細胞は、上清を除き Neurobasal 培地に懸濁し、5 g/mL ラミニン
（GIBCO）、10 g/mLポリ-L-リジン（SIGMA）コートしたdishに2.0 ×105 cells/3.5 
cm dish になるようにまいた。アストロサイトも、上清を除き DMEM 培地に懸
濁し、何もコートしていない dish に 4.5 ×106 cells/10 cm dish になるようにまい
た。その後、5%CO2 と 37℃という条件下で実験使用時まで培養した。 
・ハンクス（+）液の組成 
 ハンクス（GIBCO）、1.26 mM 塩化カルシウム、0.4 mM 塩化マグネシウム、




 DMEM（GIBCO）、10％ FBS、55 g/L ピルビン酸ナトリウム、1.8 g/L 炭酸水
素ナトリウム、25 mM HEPES/NaOH pH 7.4、100 units/mL ペニシリン（GIBCO）、
100 g/mL ストレプトマイシン（GIBCO）、0.25 g/mL ファンギゾン（GIBCO） 
・Neurobasal 培地の組成 
 Neurobasal medium（GIBCO）、B27 supplement（GIBCO）、0.5 mM L-グルタミ








分間、37℃）した。DMEM 培地 30 mL を混和し、反応を止め、遠心分離（120×
g、5 分、室温）した。上清をアスピレーターで除き、DMEM 培地 30 mL を混和
して軽く懸濁した。遠心分離（120×g、5 分、室温）後、上清を除き、DMEM 培
地 30mL で再度懸濁し、遠心分離（120×g、5 分、室温）した。その後、上清を
除き 7.0 ×106 cells/ 75 cm2 flask になるように DMEM 培地で懸濁し、5 g/mL ポ
リ-L-リジン（SIGMA）コートしたフラスコにて培養した。2、3 日に一度、培地
を交換し、フラスコ底面にアストロサイトがシート状になるまで（約 10 日間）、
5% CO2 と 37℃という条件下で培養した。 
 
アストロサイトの継代 
 初代培養して約 10 日目に、アストロサイトは継代可能である。まず、dish の
培地を除去し、細胞表面を軽くハンクス（-）液（ハンクス（GIBCO）のみ）で
洗った。37℃に加温したハンクス（-）液に終濃度が 0.1% トリプシン（GIBCO）
と 1 mM EDTA-2Na を混ぜたトリプシン消化液を作製し、dish に 2 mL/dish で添
加し、1〜2 分置いた。その後、細胞が消化され、はがれてきたら、DMEM 培地
を 8 mL/dish 加え、トリプシン消化反応を止めた。ピペッティングで細胞をはが
して回収し、遠心分離（120×g、5 分、室温）した。上清を除き、DMEM 培地で












 初代培養後 12~14 日経過した神経細胞と継代後 48 時間のアストロサイトを用
いて実験した。まず、培地を除去し、クレブス液にて数回細胞を洗い、クレブス
液で 3 時間、5%CO2 と 37℃という条件下で加温した。その後、高カリウム液を
添加し、20 分間 5%CO2 と 37℃という条件下で加温し、細胞から放出された ATP
とグルタミン酸が含まれている上清を回収した。 
・クレブス液の組成 
 128 mM 塩化ナトリウム、1.9 mM 塩化カリウム、1.2 mM リン酸 2 水素カリ
ウム、1.3 mM 硫酸マグネシウム、26 mM 重炭酸ナトリウム、10 mM D-グルコ
ース、10 mM HEPES/NaOH pH7.4、2.4 mM 塩化カルシウム、0.2%(w/v) BSA 
・高カリウム液の組成 
 75 mM 塩化ナトリウム、55 mM 塩化カリウム、1.2 mM リン酸 2 水素カリウ
ム、1.3 mM 硫酸マグネシウム、26 mM 重炭酸ナトリウム、10 mM D-グルコース、
10 mM HEPES/NaOH pH7.4、2.4 mM 塩化カルシウム、0.2%(w/v) BSA 
 
ミクログリアからの ATP 放出 
 ミクログリアは 1.0 ×104 cells/ well になるように 96 穴プレートにまいた。24
時間後に実験した。まず、培地を除去し、クレブス液にて数回洗い、クレブス液
で 3 時間、5%CO2 と 37℃という条件下で加温した。その後、クレブス液にて数
回洗い、終濃度が 5 M になるように A23184（SIGMA）をクレブス液に混ぜ、





放出された ATP の定量 
 試料中の ATP の定量は、ATP bioluminescent assay kit（SIGMA）を用いた。ATP 
assay mix dilution buffer : ATP assay mix が 14:1 になるように混和し、試料 100 l




 試料中のグルタミン酸の定量は、HPLC を用いた。 
L-7100 型ポンプ （HITACHI）と逆相カラム （SHISEIDO: CAPCELL PAC C18 TYPE 
MG 4.6 mml.D.×250 mm）を使用し、移動層は A 液 [50 mM 酢酸ナトリウム緩衝
液 pH 6.5]、B 液 [100% メタノール]、流速を 0.9 mL/min とした。A 液および B
液の変則直線濃度勾配は、 
   0-7 min  A 液    95% B 液     5% 
    7-8 min  A 液 95 - 80%  B 液  5 -20% 
   8-17 min  A 液    80% B 液    20% 
 17-18 min  A 液 80 -10% B 液 20 -90% 
  18-25 min  A 液    10% B 液    90% 
  25-30 min  A 液 10 -95% B 液  90 -5% 
  30-45 min  A 液    95% B 液     5% 
とした。検出器は L-7480 型蛍光検出器 （HITACHI） を用い、励起波長 340 nm、




ル-L-システイン（NAC：和光純薬） を用いた。 1 mL の メタノールに 20 mg の
OPA を溶解し、それに 10 mg NAC を混ぜ、これを OPA/NAC solution とした。
900 Lの 0.4 M ホウ酸緩衝液 pH 10.5と 100 LのOPA/NAC solution を混合し、
誘導体化試薬を調製した。タンパク質を除くために、回収した試料に終濃度が
5%になるように TCA を混ぜ、氷上に 10 分以上静置後、遠心分離（16,400×g、
1 分、4℃）し、回収した上清を HPLC にて測定した。20 L の回収した上清また
は 20 L のスタンダードと 5 L の内部標準物質である 10 M L-ホモシステイン





 初代培養後 12~14 日経過した神経細胞と継代後 48 時間のアストロサイトを用
いて実験した。まず、培地を除去し、反応液 1 [128 mM 塩化ナトリウム、2 mM 
塩化カリウム、1 mM 塩化マグネシウム、10 mM HEPES/Tris pH7.4 ] にて 2 回細
胞を洗い、反応液 1 で各細胞を 20 分間 37℃で加温した。その後、反応液 2 [128 
mM 塩化ナトリウムまたは 256 mM スクロース、2 mM 塩化カリウム、1 mM 塩
化マグネシウム、10 mM HEPES/Tris pH7.4 ] 2 回細胞を洗った。 
反応液 2 に終濃度が 10 M になるように[14C]-アレンドロン酸（0.5 MBq/mol; 
Moravek）添加し、作製した RI 標識したアレンドロン酸の入った反応液 2 にて
細胞を 10 分間 37℃で加温した。加温後、RI 標識したアレンドロン酸の入って
いない反応液 2 にて 3 回細胞を洗った。Dish に接着している細胞をはがすため
に、1%SDS を添加し静置後、セルスクレーパーを用いて、細胞を回収した。そ






 初代培養後 12~14 日経過した神経細胞と継代後 48 時間のアストロサイトを用
いて、ISOGEN kit（ニッポンジーン）を使用してトータル RNA を回収した。
PrimeScript RT Reagent kit（TAKARA）を用いて、トータル RNA から cDNA を逆
転写した。逆転写反応産物に PCR 反応液(0.4 M センス・アンチセンスプライ
マー、SYBR Premix ExtaqⅡ、ROX reference Dye（TAKARA）を混ぜ、PCR 反応
には StepOnePlus（Applied Biosystems）を用い、60℃で 30 秒間、95℃で 15 秒間
（35 サイクル）反応させた。ポジティブコントロールにはハウスキーピング遺
伝子である GAPDH を用いた。目的産物の増幅に用いたプライマーとその増幅
産物（bp）は以下に記した。PCR 反応産物に loading buffer（TAKARA）を混ぜ、
5%ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。泳動後のゲルを ethidium bromide




センス     5’-GTGTAGTGACCCTGAAGCAAGC- 3’ 
アンチセンス    5’-GCCACACAGCAGAACCAAACA-3’ 
SLC20A2    (bp) 
センス     5’-AATGGTCGGCTCAGCGGTC-3’ 
アンチセンス    5’-GATATGAACCAGGAGGCAACGATC-3’ 
SLC34A1    (bp) 
センス     5’-GTCAAGGACTCATTGTGGGTGC-3’ 
アンチセンス    5’-ACTGGAGATGGCATAGGTGGTT-3’ 
SLC34A2    (bp) 
センス     5’-TGGTTGCCTCCTCCTTGCTG-3’ 
アンチセンス    5’-ATGCCCTTCTGAACTCATTTCTGTC-3’ 
 
SLC34A3    (bp) 
センス     5’-GCTGTGAAGACCGTTATCAATGC-3’ 
アンチセンス    5’-ACAATGGCTGCCGTGAAGAC-3’ 
GAPDH    (bp) 
センス     5’-ACTTTGTGAAGCTCATTTCCTGGT-3’ 
アンチセンス    5’-TCTCTTGCTCTCAGTATCCTTGCTG-3’ 
 
THP-1 細胞からの ATP 放出 
 ヒト単球のライン化細胞である THP-1 細胞を JCRB より購入した。THP-1 細
胞は RPMI1640 培地で、5%CO2、37℃という条件下で実験使用時まで培養した。
まず、培地を除去し、細胞をクレブス液にて数回洗い、クレブス液で懸濁し、1.0 
×106 cells/tube になるようにまいた。細胞を 3 時間、5%CO2 と 37℃という条件
下で加温した。その後、10 g/mL LPS（Sigma Aldrich）を添加し、5%CO2、37℃
10 分間加温し、細胞から放出された ATP が含まれている上清を回収した。 
・RPMI1640 培地の組成 
 RPMI1640（GIBCO）、10％(v/v) FBS、100 units/mL ペニシリン（GIBCO）、100 




 THP-1 細胞の培地を除去し、反応液 1 [128 mM 塩化ナトリウム、2 mM 塩化
カリウム、1 mM 塩化マグネシウム、10 mM HEPES/Tris pH7.4 ] にて 2 回細胞を
洗い、反応液 1 で各細胞を 20 分間 37℃で加温した。その後、反応液 2 [128 mM 
塩化ナトリウムまたは 256 mM スクロース、2 mM 塩化カリウム、1 mM 塩化
マグネシウム、10 mM HEPES/Tris pH7.4 ] 2 回細胞を洗った。 
反応液 2 に終濃度が 10 M になるように[14C]-アレンドロン酸（0.5 MBq/mol; 
Moravek）添加し、作製した RI 標識したアレンドロン酸の入った反応液 2 にて
細胞を 10 分間 37℃で加温した。その後、RI 標識したアレンドロン酸の入って





 培地を除去し、FBS を含んでいない RPMI1640 培地にて細胞を数回洗い、こ
の培地で懸濁し、dish に 2.0 ×105 cells/3.5 cm dish になるようにまいた。培地中
にクロドロン酸 2 ナトリウムまたはクロドロン酸内包リポソームを混ぜ、24 時
間、5%CO2 と 37℃という条件下で加温した。その後、細胞を遠心分離（120×g、
5 分、RT）し回収して、上清を除去し、ペレットを Stain Buffer (Becton Dickinson)
にて懸濁した。再度、遠心分離（120×g、5 分、RT）し、上清を除去後、ペレッ
トを 0.5 mL の Stain Buffer にて懸濁した。ポジティブコントロールとして UV を
10 分間細胞に照射し、細胞死を誘導させた。Propidium Iodide Staining Solution 
(Becton Dickinson) を細胞懸濁液に混ぜ、10 分間反応させた。その後、各サンプ







 慢性の炎症性疼痛モデルは、C57BL/6 マウス（オス、22-30 g）の左後肢の裏に
1% カラゲニン（SIGMA）20 L、もしくは 1 mg/mL complete Freund’s adjuvant











 Plantar test は文献に従い行った（36）。実験前に C57BL/6 マウス（オス、22-30 
g）をアクリル製の観察用チャンバー（14.0×17.0×11.0 cm）に移し、約 1 時間
置いて馴化させた。熱痛覚過敏測定は Hargreaves radiant heat apparatus（Ugo basile）
を使用した。熱源は可動式であり、各マウスの炎症の起きている左後肢の裏に可
動式レーザーをあて、マウスが痛みを感じ、逃避行動（足を熱源から離す）をと
るまでの時間を自動で測定した。組織へのダメージを防ぐために plantar test の
cut-off タイムを 20 秒とした。1 度足の裏にレーザーをあてたマウスには、少な
くとも 5 分はインターバルをおいて再び同様の実験を行った。同じマウスで 3~4
回測定し、その値の平均値を結果とした。クロドロン酸は実験 1 時間前にマウ





BL1: 炎症を起こす前のマウスの plantar test の値 
BL2: 炎症発症後で薬物を投与していないマウスの plantar test の値 
PL: 炎症発症後で薬物を投与したマウスの plantar test の値 
 
・Von Frey test 
 Von Frey test は文献に従い行った（37）。実験前に C57BL/6 マウス（オス、22-
30 g）を床が金属製のメッシュになっているチャンバー（10.0×16.0×9.0 cm）に
移し、約 1 時間置いて馴化させた。機械刺激による痛覚過敏は、マウスの左後肢





判別不可能として実験をやり直した。逃避行動閾値は up and down method を用
いて評価し、文献を参考に算出した。まず、中程度の刺激となる 0.40 g のフィラ
メントから実験を開始した。0.40 g のフィラメントで逃避行動が見られた場合
は、次に弱い刺激となる 0.16 g で実験を行い、見られなかった場合は、次に強い
刺激となる 0.60 g で実験を行った。始めて陽性と陰性が入れ替わる、もしくは
陰性と陽性が入れ替わったときから後 4 回実験を行い、合計で 6 回実験を行っ
た。クロドロン酸は実験 1 時間前にマウスに尾静脈注射した。その際、クロドロ





投与し、カラゲニン投与 4 時間後に浮腫サイズを測定した。CFA 投与 1 日前に
あらかじめ薬剤を尾静脈投与し、CFA 投与後、1 日 1 回皮下に各化合物を連投し
続け 3、14 日後の浮腫を測定した。 
 病理組織学的に炎症を観察するために、炎症患部のヘマトキシリン-エオシン
染色を行った。まず、左後肢を固定用 PBS 溶液（4 %(w/v) パラホルムアルデヒ
ド）に 1 日浸け、2 日目に脱灰用 PBS 溶液（19%(w/v) EDTA）に交換し、1 週間
適宜脱灰用 PBS 溶液を交換した。その後、サンプルの脱水を行い、クライオス
タット（Leica）を用い 10 m の厚みでカットした。マイヤーヘマトキシリン溶
液で染色した後、1%(v/v) エオシンY溶液で染色した。その後、サンプルをMount-
Quick（大道産業）にて包埋し、Biozero microscope（Keyence）を用いて観察した。
組織学的解析は BZ-X Analyzer software（Keyence）を用いて行った。 
 
血清中のサイトカイン定量 
 採血後、血液を室温で 1 時間静置し、遠心分離（900×g、15 分、RT）して血
清を回収した。血清中のサイトカインの定量には cytometsic bead array enhanced 
ensitivity flex set system を用いた mouse enhanced sensitivity Flex kit（Becton 
Dickinson）を使用した。回収した血清を assay diluent にて 3 倍希釈し、計 50 L
 29
作製し、目的のサイトカインを認識する Mix Beads を 20 L ずつ混和し、軽く撹
拌後室温で遮光し、2 時間反応させる。各 Mix Beads を認識する A 液を 20 L ず
つ混ぜ、軽く撹拌後室温で遮光し、2 時間反応させる。余分な A 液を洗い流すた
めに洗浄液を 1 mL 混和後、遠心分離（200×g、5 分、RT）し、Mix Beads を吸
わない様に上清を除去し、A を認識する B 液を 100 L ずつ混ぜ、軽く撹拌後室
温で遮光し、1 時間反応させる。余分な B 液を洗い流すために洗浄液を 1 mL 混
和し、撹拌後、遠心分離（200×g、5 分、RT）し、上清を 100 L 残して除去す
る。洗浄液を各 300 L 混ぜ再懸濁し、サンプルを作製した。サンプル中のビー
ズの測定は MACSQuant analyzer（Miltenyi Biotec）にて行った。 
 
血球細胞の細胞死測定 
 マウスの尾より採血し、血液と Lysing Buffer (Becton Dickinson)を混和後遮光
し、室温で 15 分間静置し溶血させた。遠心分離（200×g、5 分、RT）し、上清
を除去し、ペレットを Stain Buffer (Becton Dickinson)にて懸濁した。再び、遠心
分離（200×g、5 分、RT）し、ペレットを 0.5 mL の Stain Buffer にて懸濁した。
ポジティブコントロールとして UV を 10 分間細胞に照射し、細胞死を誘導させ
た。FC レセプターをブロックするために、細胞懸濁液に Purified Rat Anti-Mouse 
CD16/CD32 (Becton Dickinson)を添加し、4℃で 15 分間加温した。その後、マク
ロファージを標識する BV421 Rat Anti-Mouse F4/80 (Becton Dickinson)もしくは
BV421 Rat IgG2a,  Isotype Control (Becton Dickinson)を添加し、遮光して 4℃で、
40 分間加温した。Stain Buffer を添加し、撹拌後、遠心分離（300g、5 分、RT）
し、上清を除去した。ペレットを Stain Buffer にて懸濁し、上記の操作を再度行
った。上清を除去し、ペレットを Stain Buffer にて再懸濁して、Propidium Iodide 
Staining Solution (Becton Dickinson) を細胞懸濁液に混ぜ、10 分間反応させた。そ
の後、各サンプルの死んだ細胞の割合（ヨウ化プロピジウム陽性）を MACSQuant 
analyzer (Miltenyi Biotec)を用いて解析した。 
 
データ解析 
 全ての実験は、n=3~13 である。統計学的有意差は、ANOVA 検定後に Dunnett
検定もしくは Tukey 検定を用いて算出した。それぞれの検定は、GraphPad Prism 






















第一節 VNUT 特異的阻害剤の同定 
クロドロン酸は VNUT 特異的阻害剤である 




胞型モノアミントランスポーター: VMAT）、SLC17 ファミリーの一つである Na+
依存性リン酸トランスポーター1（NPT1）を精製した。VNUT、VGLUT2、VGLUT3、
VEAT、NPT1 は大腸菌を用いて、VGLUT1、VIAAT、VMAT2 は昆虫細胞を用い
て精製した。これらの精製画分を SDS-PAGE し、CBB 染色した結果、各トラン
スポーターの推定分子量付近に主要なシグナルが観察されたため、これらが精
製できていることを確認した。（図 7a）。 
 精製したトランスポーターを人工膜小胞に再構成し、第 1 世代のビスホスホ
ネート系薬剤であるクロドロン酸、エチドロン酸を各濃度で反応液に混和し、基
質の輸送阻害効果を測定した。その結果を用い、カレイダグラフにて IC50 を算
出した。VNUT の ATP 輸送活性に対してクロドロン酸の IC50 は 15.6 nM、エチ
ドロン酸の IC50 は 20.8 M であった（図 7b,c）。VGLUT1、VGLUT2 と VGLUT3
のグルタミン酸輸送活性に対してクロドロン酸の IC50 はそれぞれ 34.6 M、43.0 



























































クロドロン酸は VNUT の塩素イオンとケトン体の制御スイッチを 
可逆的に抑制する 





2 分後にプロトンイオノフォアである CCCP を混ぜて、反応停止とした。コント





・クロドロン酸は VNUT の塩素イオン依存性の親和性を下げる 
 VNUT の塩素イオン要求性に対する影響を調べた。VNUT は、2 mM 塩素イオ
ン存在下では ATP 輸送活性は見られず、3~7 mM 塩素イオン存在下で急激に活
性が上昇し、8 mM 付近で輸送活性はプラトーに達した（図 9b）。また、膜電位
差が形成されていないと塩素イオン濃度を変えても輸送活性は見られなかった。
100 nM クロドロン酸を添加すると、ATP 輸送活性が高濃度の塩素イオン側にシ
フトした。ヒル係数を算出した結果、コントロールでは 3.1 と強い正の協同性が
見られた（図 9c）。100 nM クロドロン酸を添加しても、ほとんどヒル係数に変
化はなかった（図 9c）。このことから、クロドロン酸が VNUT の塩素イオン親和
性を低下させることが明らかになった。 
 
・VNUT への ATP 結合にクロドロン酸は影響しない 
 ビオチン標識 ATP の光親和性標識法により、VNUT の ATP 結合に対するクロ
ドロン酸の影響を調べた。ストレプトアビジン抗体を用いて VNUT に結合した




（図 9d）。第 1 世代であるクロドロン酸、エチドロン酸を添加してもシグナルが
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に VNUT の ATP 結合には影響しないことがわかった。 
 
・クロドロン酸の VNUT への結合は可逆的である 
 VNUTに対するクロドロン酸の結合様式の可逆性を検証した。精製したVNUT































クロドロン酸は神経細胞やミクログリアからの ATP 放出を阻害する 
 細胞レベルでクロドロン酸が VNUT を特異的かつ可逆的に阻害するか検証し
た。中枢神経系において神経細胞、アストロサイトやミクログリアから VNUT
の ATP 開口放出機構が報告されている（14, 39-42）。そこで、ラットの胎児の海
馬から神経細胞とアストロサイトを、同じく胎児の大脳皮質からミクログリア
をそれぞれ初代培養して実験に用いた。神経細胞とアストロサイトは高濃度の
K+による、ミクログリアは Ca2+イオノフォアである A23187 による刺激で開口
放出を誘導し、細胞から放出された ATP やグルタミン酸量を測定した。神経細
胞では、in vitro で骨吸収抑制効果が観察される濃度より低い 100 nM クロドロン
酸存在下でバックグランドレベルまで ATP 放出量が減少し、ATP 放出がほぼ完
全に阻害されていた（図 10a）（42）。神経細胞に 100 nM クロドロン酸を予め混
和し、加温しておき、その後クロドロン酸を含まない溶液で 24 時間加温するこ
とで洗浄し、K+刺激をした。その結果、クロドロン酸による ATP 放出阻害効果









しかし、アストロサイトは神経細胞とは異なり 1 M クロドロン酸を混和しても
ATP、グルタミン酸放出は阻害されなかった（図 10c,d）。ミクログリアでは、開
口放出阻害剤であるボツリヌストキシンや細胞透過性の Ca2+キレート剤である
O,O’-bis(2-aminophenyl)ethylenglycol-N,N,N’,N’-tetraacetic acid-AM によって ATP
放出が阻害され、Ca2+依存的な開口放出であることが報告されていた（40）。そ
こで、クロドロン酸を混和した溶液でミクログリアを加温し、A23187 にて刺激
すると神経細胞と同様に低濃度で ATP 放出が阻害された（図 10e）。 
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 これらのことから、クロドロン酸はミクログリアにおいて ATP 放出を抑制し、















































アの P2X4 受容体や p38 経路が活性化し、炎症性サイトカインの放出が促進され
痛覚過敏が生じると考えられる（9,35）。 
 
クロドロン酸は VNUT を標的として炎症性疼痛を抑制する 
・カラゲニン誘導炎症性疼痛モデル 
 カラゲニンをマウスの後肢の裏に投与し、4 時間後に後肢の裏の炎症部位へ熱
刺激（plantar test）、機械刺激（von Frey test）をし、マウスの回避行動を取るまで



























 CFA による痛みは数週間から 1 ヶ月程度持続することが知られており、CFA
をマウスの後肢の裏に投与し、それぞれ投与 3 日目と 14 日目に患部へ熱刺激
（plantar test）、機械刺激（von Frey test）をし、マウスの逃避行動を取るまでの閾
値（秒、g）を測定した。また、各実験 1 時間前に 0.01、0.1、1、10 mg/kg クロ

































クロドロン酸は VNUT を標的として抗炎症効果を発揮する 
 カラゲニンや CFA をマウスの後肢に投与すると患部に浮腫を形成する。この




































6（IL-6）が検出された（図 14e,f）。クロドロン酸を投与すると血中の TNF-と 
IL-6 量が顕著に減少していた（図 14e,f）。VNUT ノックアウトマウスでも、野生
































 野生型、VNUT ノックアウトマウスともに CFA 投与後 3 日目、14 日目の浮腫
の厚みを測定した。生理食塩水、10 mg/kg クロドロン酸、エチドロン酸を CFA





が 3 日目ではコントロールの約 75%に、14 日目では約 65%まで減少していた
（図 15a,b）。クロドロン酸を投与しても VNUT ノックアウトマウスでは厚みに
































































 10 mg/kg のクロドロン酸を投与したマウスから採血し、回収した全血球細胞
とそのうちのマクロファージにおいて PI 陽性の細胞数を測定した。ポジティブ
















































 塩素イオン依存性は SLC17 ファミリーに属するトランスポーターのユニーク






るには困難であった（38）。今回、1 アッセイあたり、約 30 nM の精製 VNUT を
用いているため、クロドロン酸の 15.6 nM という 50%阻害濃度は、VNUT とク
ロドロン酸がほぼ 1:1 の濃度比で反応していることを示している（図 7b）。IC50
が 15.6 nM というのは、この実験系での検出限界であるため、実際の VNUT に
対するクロドロン酸の IC50 はより低い可能性が示唆される（図 7b）。さらに、ク
ロドロン酸存在下で VNUT の輸送活性が阻害され、高濃度の塩素イオン存在下
ではこの阻害効果が見られなかったことから、クロドロン酸は塩素イオンと競






 ビスホスホネート系薬剤による VNUT の活性阻害の結果から、クロドロン酸
の側鎖の塩素が VNUT の塩素イオン結合部位へ結合し（8）、ビスホスホネート































 VNUT 阻害剤と VNUT ノックアウトマウスを用いて、主に二つの VNUT の表



















 第 1 世代のクロドロン酸と比較して、第 2 世代のアレンドロン酸、パミドロ
ン酸は骨吸収抑制効果が高いが、VNUT 阻害効果は弱い（図 8）。また、神経因
性疼痛モデルマウスにおいてパミドロン酸はクロドロン酸程ではないが閾値の
















 第二に、in vivo で VNUT が免疫応答に関与していることを明らかにした（図
14,15）。VNUT は単球、マクロファージや T 細胞などの免疫細胞の分泌顆粒に発
現しており、ATP の小胞濃縮と ATP 放出を担っていることが報告されていた




酸により THP-1 細胞からの LPS 刺激による ATP 放出が完全に阻害された（図
14a）。クロドロン酸を投与すると VNUT が発現しているマクロファージや T 細
胞から主に放出される炎症性メディエーターの TNF-や IL-6 の血中量の減少が
見られた（図 14e,f）。VNUT ノックアウトマウスで TNF-や IL-6 の血中量が低




























 VNUT ノックアウトマウスでは、ATP の開口放出が阻害されることで、高血
糖やインスリン感受性が改善していた（13）。これまでの研究成果から、VNUT
はインスリン分泌顆粒に発現しており、高グルコース刺激でインスリンととも
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